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低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑抗氧化酶活性、细胞凋亡及

相关基因表达的影响

陈付菊1    付生云2    马    敏1    常    兰1    李雪源1

(1. 青海大学农牧学院, 西宁 810016; 2. 青海省裸鲤救助中心, 西宁 810003)

摘要: 为研究青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)端脑在低氧胁迫下的生理响应机制, 选取体重(97.68±
0.12) g、体长(24.11±0.12) cm的健康青海湖裸鲤进行低氧[溶解氧含量(0.7±0.1) mg/L]胁迫, 设常氧[溶解氧含

量(8.4±0.1) mg/L]为对照组, 分别在低氧胁迫8h和24h时采集青海湖裸鲤的端脑组织, 进行脑细胞线粒体超微

结构和膜电位、抗氧化酶活性、脑细胞凋亡和凋亡相关基因(Caspase 3、Bax和Bcl-2)及低氧诱导反应相关基

因(Hif-2α和EGLN1)表达测定。结果显示, 在低氧胁迫过程中: (1)端脑神经细胞线粒体出现肿胀、嵴溶解; 线
粒体膜电位在8h时显著升高, 24h时显著降低, 表明随着低氧胁迫时间的延长端脑神经细胞线粒体可能受到了

损伤。(2)TUNEL检测显示端脑细胞发生了凋亡, 但随着低氧胁迫时间延长端脑细胞凋亡率无显著差异;
qPCR显示, 随着低氧胁迫时间的延长端脑细胞Caspase 3、Bax和Bcl-2基因表达水平升高; Bcl-2/Bax比值随低

氧胁迫时间的延长显著降低; Hif-2α基因表达水平显著升高; EGLN1基因表达水平显著降低。(3)分光光度法

结果显示, 端脑细胞过氧化氢(H2O2)含量在8h时显著增加, 但随着低氧胁迫时间延长H2O2含量无显著差异; 超
氧化物歧化酶(SOD)活性、丙二醛(MDA)含量和总抗氧化能力(T-AOC)在8h时与常氧组无显著差异, 24h时显

著高于常氧组; 谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)组间无显著差异。以上结果提示, 低氧胁迫通过促进端脑细胞

ROS产生, 改变线粒体膜的通透性, 上调Caspase 3、Bax和Bcl-2基因表达, 导致端脑细胞凋亡。同时, 在低氧

胁迫下端脑细胞可能通过提高T-AOC和SOD活性及上调Hif-2α基因和下调EGLN1基因表达来减少低氧应激

对端脑细胞的损伤。
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水体环境中的溶解氧(Dissolved oxygen, DO)
是影响鱼类生长

[1]
、生殖

[2]
和能量代谢

[3]
等生命活

动的重要环境因子之一。在通常情况下, 当水体中

DO含量低于2.0 mg/L时, 鱼会因低氧或缺氧表现出

浮头现象, 当DO含量低于1.0 mg/L时, 鱼会出现严

重浮头甚至因缺氧而致死
[4]
。低氧能够诱导细胞内

活性氧自由基(Reactive oxygen species, ROS)的大

量生成, 进而造成机体氧化应激, 从而对器官造成

损伤
[5]
。大脑是机体高耗氧的器官, 对缺氧极为敏

感。研究显示, 急性缺氧会引起脑组织发生一系列

的病理生理性改变, 最终造成大脑不可逆性损伤
[6]

线粒体被认为是氧浓度感受器, 同时也是产生

ROS的重要细胞器
[7]
。在生理状态下, 细胞内存在

ROS清除系统如超氧化物歧化酶(Superoxide dis-
mutase, SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione
peroxidase, GPX)和过氧化氢酶(Catalase, CAT)等能

够清除过量ROS使细胞内ROS的产生与清除处于

动态平衡状态
[8]
。然而, 当机体面临急性或严峻缺

氧时, ROS过量累积造成线粒体损伤, 进而引发细

胞凋亡
[9]
。目前已知调节凋亡的途径主要有3种, 即

线粒体通路、内质网通路和死亡受体通路。其中,
线粒体凋亡途径是细胞凋亡最主要的途径之一

[10],
通常凋亡信号能引起线粒体通透性转变孔(Mito-
chondrial permeability transition pore, MPTP)开放,
导致线粒体膜电位(Mitochondrial transmembrane-
brane potential, ΔΨm)下降

[11, 12], 从而将细胞色素c
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(Cytochrome c, Cyt c)等释放至细胞胞质中, Cyt c可
激活天冬氨酸半胱氨酸蛋白酶9(Cysteine aspartic
acid specific protese 9, Caspase 9), 后者可激活Cas-
pase 3, 进而诱发Caspase家族级联反应, 最终启动

细胞凋亡
[13, 14]

。同时, Bcl-2家族促凋亡和抑凋亡成

员之间相互作用调节线粒体介导的凋亡过程
[15, 16]

。

鱼类响应低氧胁迫是一个复杂的生理过程, 通
常由一系列低氧诱导反应相关基因调控。低氧诱

导因子-2α(Hypoxia inducible factors, Hif-2α)和脯氨

酸羟化酶2(Prolyl hydroxylase, PHD 2), 又名EGLN1
(Eglninehomolog 1)基因, 是重要的低氧诱导调控基

因和氧感受器, 也是HIF信号通路中的重要调控基

因, 在生物体的低氧适应中发挥重要的作用。

青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)作为青

海湖中唯一的经济鱼类, 在青海湖整个生态系统中

居于核心地位
[17]

。自20世纪60年代初至90年代末,
由于自然环境的破坏和人为过度的捕捞, 导致青海

湖裸鲤资源急剧下降。自21世纪开始, 青海省通过

封湖育渔、增殖放流和修设洄游通道等资源保护

措施使其数量恢复至8.8万吨, 但与原始蕴藏量的

32万吨仍有较大差距
[18]

。2009年, 青海湖裸鲤在

《中国物种红色名录》脊椎动物篇中被列为国家

二级保护濒危物种, 2010年被列为世界濒危物种之

一
[19]

。因此, 保护青海湖裸鲤资源非常重要。青海

湖裸鲤长期生活在高海拔(3200 m)的环境中, 对于

水体溶解氧的波动表现出较强的耐受能力
[20]

。目

前为止, 有关青海湖裸鲤低氧耐受机制尚不清楚。

因此, 本研究采用JC-1荧光染色法观察端脑细胞线

粒体膜电位变化, 采用原位末端标记(Td T-media
ted d UTP nick end labeling, TUNEL)法检测端脑细

胞凋亡情况, 采用荧光定量PCR检测凋亡调控相关

基因(Bax、Bcl-2和Caspase 3)及低氧诱导反应相关

基因(Hif-2α和EGLN1)在端脑细胞中表达水平的变

化 ,  分光光度法检测端脑细胞内H 2 O 2含量和

MDA含量及SOD和GPX活性的变化, 以探究青海

湖裸鲤端脑对低氧胁迫应激的生理响应机制, 为其

资源保护提供参考依据。

 1    材料与方法

 1.1    试验材料

性成熟的青海湖裸鲤取自青海湖黑马河, 体长

(24.11±0.12) cm, 体重(97.68±0.12) g。正式实验前

在室内暂养1周, 暂养水温(14.5±0.7)℃, 水体DO维

持在(8.4±0.1) mg/L(自然水体中的DO值), 即本实验

中为常氧, 正式实验前1d停止进食。TUNEL细胞

凋亡检测试剂盒(39081800), 购自上海罗氏诊断产

品有限公司; 总RNA提取试剂盒(dp419)、Super-
Real PreMix Color (SYBR Green) SuperReal彩色荧

光定量预混试剂(S7422)、FastKing cDNA第一链合

成预混试剂(S7513)均购自北京天根生化科技有限

公司; 氯仿和无水乙醇等均购自天津市富宇精细化

工有限公司; 丙二醛(MDA)测定试剂盒(A003-1)、
过氧化氢(H2O2)测定试剂盒(A064-1)、超氧化物歧

化酶(SOD)测定试剂盒(A001-3)、谷胱甘肽过氧化

物酶(GPX)测定试剂盒(A005-1)和总蛋白测定试剂

盒(A045-2)均购自南京建成生物工程研究所; 组织

线粒体分离试剂盒(C3606)、JC-1线粒体膜电位检测

试剂盒(C2006)、Bradford蛋白浓度试剂盒(P0006C)
均购自中国碧云天生物公司; 詹纳斯绿B(J8020)购
自北京索莱宝科技有限公司; 无水乙醇等均购自天

津市富宇精细化工有限公司。

 1.2    试验设计

实验鱼分成2组, 常氧组和低氧处理组, 每组设

置3个平行, 每组20尾。常氧组用氧泵将水体DO维

持在(8.4±0.1) mg/L (自然水体中的DO值); 低氧处

理组用保鲜膜将水缸上口封住 ,  在1h内将DO从

(8.4±0.1)降至(0.7±0.1) mg/L [18]
后, 分别在低氧处理

8h和24h时, 将鱼用适量MS-222溶液麻醉, 迅速解

剖后取端脑, 用生理盐水冲洗, 取右侧大脑半球,
4%多聚甲醛缓冲液(pH=7.4)固定用于端脑细胞凋

亡的检测(5尾); 取右侧大脑半球, 2.5%戊二醛固定

用于线粒体超微结构的观察(4尾/组); 取左侧大脑

半球, 液氮储存用于抗氧化酶指标和qPCR的检测

(8尾); 取整个端脑提取线粒体用于膜电位的检测

(8尾/组)。低氧胁迫期间水温为(14.5±0.7)℃, 调节

氮气和空气的注入流量来控制水中的DO水平, 并
利用AZ8402溶解氧测定仪定期监控水体DO浓度。

 1.3    试验方法

端脑神经细胞线粒体超微结构的观察　　参

考陈付菊等
[18, 21]

方法, 制作端脑组织超薄切片, 双
染色, 切片, 拍照, 并用透射电镜观察线粒体超微结构。

端脑线粒体的分离和线粒体膜电位的检测　　参

考陈付菊等
[18, 21]

方法, 取新鲜端脑组织(50 mg), 提
取线粒体并检测线粒体膜电位。

端脑组织TUNEL染色和图像分析　　用

4%多聚甲醛固定后的端脑组织, 制作组织蜡块, 6 μm
厚切片后, 脱蜡以及梯度乙醇脱水, 0.1 mol/L磷酸

缓冲液(PBS, pH=7.4)洗涤, 用蛋白酶K孵育10min,
PBS洗涤, 加入TUNEL反应混合液置于湿盒内37℃
孵育1h, PBS洗涤3次, 每次5min, 转化剂-POD(酶标

记抗荧光素抗体)37℃孵育30min, PBS洗涤3次, 每
次5min, DAB显色, 苏木精复染, 自来水返蓝, 脱水,
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透明, 封片。每组分别取5尾鱼, 每尾鱼取5张切片,
每张切片随机选取5个高倍视野(400倍), 光学显微

镜下观察TUNEL阳性细胞并拍照, 并采用Image-
Pro Plus 6.0图像分析系统计算端脑细胞凋亡率

(TUNEL阳性细胞数/细胞总数×100%)。
端脑细胞凋亡基因表达水平测定　　根据

GenBank中青海湖裸鲤EGLN1(KG921650.1)、Hif -
2α(AY745735.1)、GAPDH(JX287373.1)和鲤科鱼

类Caspases 3(XM_019110173)、Bcl-2(XM_01906
7767.1)、Bax(XM_019086857)基因的CDS序列, 运
用prime 5.0软件设计引物, 引物序列见表 1, 引物由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

参考陈付菊等
[22]

方法, 提取不同处理组中青海

湖裸鲤端脑组织总RNA, 然后取1 μg总RNA反转录

以获得相应的cDNA。以获得的cDNA为模板进行

qPCR以分析低氧胁迫后Caspase 3、Bcl-2和Bax、
Hif-2α和EGLN1在脑中的表达变化。其反应体系:
SYBR 预混液, 上下游引物各0.8 μL, cDNA模板1.0 μL,
加水至20 μL; 反应条件: 预变性94℃ 3min; 94℃
30s, 55℃ 30s, 72℃ 20s共30个循环。每个样品做

3个重复。以GAPDH为内参基因, 采用2–ΔΔCt
法进行

数据的相对定量分析。

端脑组织抗氧化酶活性的测定　　参考陈付

菊等
[18, 21]

方法, 取–80℃保存的端脑组织(50 mg), 按
照质量: 体积=1﹕9向样品中加入预冷的生理盐水,
在冰上进行匀浆。随后将匀浆液用冷冻离心机在

4℃条件下离心10min(2500 r/min), 取上清液, 检测

样品总蛋白浓度, 并检测SOD、T-AOC、GPX活性

及MDA和H2O2含量。

 1.4    统计分析

结果均采用平均值±标准误(mean±SE)表示, 采

用SPSS 17.0软件对实验数据进行单因素方差分析,
不同时间点的数据进行Duncan检验进行多重比较,
以P<0.05表示差异显著, 以P<0.01表示差异极显著。

 2    结果

 2.1    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑神经细胞线粒体

超微结构的影响

透射电镜观察发现青海湖裸鲤常氧组端脑神

经细胞线粒体多呈圆形和椭圆形, 偶见有杆状线粒

体, 线粒体膜完整; 低氧胁迫8h时线粒体出现不同

程度的肿胀、线粒体嵴溶解和断裂, 部分线粒体出

现轻微空泡化现象; 随着低氧胁迫时间的延长线粒

体空泡化更严重, 并出现了端脑细胞明显的凋亡形

态学改变, 如细胞核浓缩, 细胞染色质出现粗细不

等的颗粒分散在细胞质中(图 1)。
 2.2    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞凋亡率的影响

TUNEL阳性细胞核呈棕色, 且低氧胁迫组阳

性细胞着色深于常氧组阳性细胞(图 2)。通过统计

后发现, 低氧胁迫8h时端脑皮质分子层脑细胞凋亡

率显著高于常氧组(P<0.01), 24h时稍有降低(P>0.05),
但低氧胁迫8h和24h时端脑皮质分子层脑细胞凋亡

率均高于常氧组(P<0.01; 图 2)。
 2.3    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞线粒体膜电

位的影响

由图 3可见, 端脑细胞线粒体绿色荧光与红色

表 1   荧光定量引物序列

Tab. 1   Quantitative PCR primers for the study

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequences (5′—3′)

Caspase 3-F CGAGGCCGACAGTGTAAGTGAAG
Caspase 3-R CAGCGAGAAGATGAACCAGGAACC

Bcl-2-F CGAGTTTGGAGGGACCGTTTGTG

Bcl-2-R AGCCGCCGTTCTCCTGGATC

Bax-F GTCGGCTTGTCATCAAGGCT

Bax-R CCACCCTGTTCCCTGATCCA

Hif-2α-F AGCGGAGAAGGAGAAGGAGAAGAAG

Hif-2α-R GAGCTGGTGCTGTTTGAGAGAGG

EGLN1-F CTTAAAGTGCAATCGGTGCC

EGLN1-R TGTCAGCCTCTCTGCAGGTG

GAPDH-F CGCTGGTGCTGGTATTGCTCTC
GAPDH-R GCCATCAGGTCACATACACGGTTG

A

N

M

*

B

N

M

*

C

M

N *

D

 
图 1   低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞线粒体超微结构的影响

Fig. 1   Effects of the hypoxia stress on telencephalon cell
mitochondrial ultrastructure of Gymnocypris przewalskii
A. 常氧; B. 低氧处理8h; C, D. 低氧处理24h; 比例尺2 μm; N. 细
胞核; M. 线粒体

A. normoxia; B. hypoxia treated for 8h; C, D. hypoxia treated for
24h; Bar=2 μm; N. nucleus; M. mitochondrial
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荧光强度比值在低氧胁迫8h时显著减小(P<0.01),
24h时显著增大(P<0.01)。这表明低氧胁迫8h时端

脑细胞线粒体膜电位显著增大, 24h时端脑细胞线

粒体膜电位显著减小。

 2.4    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞Caspases
3、Bcl-2、Bax、Hif-2α和EGLN1基因表达水平的

影响

荧光定量PCR结果显示, 端脑细胞中Caspase 3
基因表达水平在低氧胁迫8h时显著高于常氧组

(P<0.01), 随低氧胁迫时间的延长Caspase 3表达水

平增加(P<0.01)。Bax和Bcl-2基因表达水平在低氧

胁迫8h时与常氧组差异不显著(P>0.05), 随低氧胁

迫时间的延长Bax和Bcl-2表达水平显著增加(P<0.01),

且均显著高于常氧组(P<0.01)。Bcl-2/Bax相对表达

量比值在低氧胁迫8h时与常氧组差异不显著(P>0.05),
随低氧胁迫时间的延长Bcl-2/Bax相对表达量比值

显著降低(P<0.01)。Hif-2α基因表达水平在低氧胁

迫8h和24h时显著高于常氧组(P<0.05), 且低氧胁迫

8h和24h间Hif-2α基因表达水平差异不显著(P>
0.05)。EGLN1基因表达水平在低氧胁迫后显著降

低(P<0.05), 且低氧胁迫8h和24h间EGLN1基因表达

水平差异不显著(P>0.05; 图 4)。
 2.5    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞抗氧化酶活

性的影响

端脑细胞中H2O2含量在低氧胁迫8h时显著增

加, 但随着低氧胁迫时间延长H2O2含量无显著增加
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图 2   低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞凋亡的影响

Fig. 2   Effects of the hypoxia stress on telencephalon cell
apoptosis of Gymnocypris przewalskii
A. 常氧组; B. 低氧胁迫8h; C. 低氧胁迫24h。箭头示凋亡阳性

细胞, 比例尺50 μm; **表示差异极显著; *表示差异显著, ns. 表
示无显著差异; 下同

A. normoxia group; B. hypoxia for 8h; C. hypoxia for 24h. Arrows
indicated the immunoreactive cells. Bar=50 μm. **, P<0.01, *,
P<0.05, ns, not significant (P>0.05). The same applies below
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图 3   低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞线粒体膜电位的影响

Fig. 3   Effects of hypoxia stress on telencephalon cell mitochondrial
membrane potential of Gymnocypris przewalskii

**

**

**
** **

**

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

2.0

1.5

1.0

0.5

0

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

3

2

1

0H
if-
2α

 相
对
表
达
水
平

R
el

at
iv

e 
H
if-
2α

 m
R

N
A

 l
ev

el

E
G

L
N

1
 相

对
表
达
水
平

R
el

at
iv

e 
E

G
L

N
1
 m

R
N

A
 l

ev
el

B
cl

-2
 相

对
表
达
水
平

R
el

at
iv

e 
B

cl
-2

 m
R

N
A

 l
ev

el

B
cl

-2
/B

a
x 
相
对
表
达
水
平

T
h
e 

ra
ti

o
 o

f 
re

la
ti

v
e 

B
cl

-2
/B

a
x

C
a
sp

a
se

 3
 相

对
表
达
水
平

R
el

at
iv

e 
C

a
sp

a
se

 3
 m

R
N

A
 l

ev
el

B
a
x 
相
对
表
达
水
平

R
el

at
iv

e 
B

a
x 

m
R

N
A

 l
ev

el

0.20

0.15

0.10

0.05

0

**
**

**

8 24

时间 Time (h)

8 24

时间 Time (h)

8 24

时间 Time (h)

8 24

时间 Time (h)

8 24

时间 Time (h)

8 24

时间 Time (h)

常氧组 Normoxia

低氧组 Hypoxia

常氧组 Normoxia

低氧组 Hypoxia

常氧组 Normoxia

低氧组 Hypoxia

常氧组 Normoxia

低氧组 Hypoxia

常氧组 Normoxia

低氧组 Hypoxia

常氧组 Normoxia

低氧组 Hypoxia

ns

ns

ns

ns

*

*

ns
*

*

A B

C D

E F

 
图 4   低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞Bcl-2(A)、Caspase
3(B)、Bax(C)、Bcl-2/Bax  (D)、Hif-2α  (E)和EGLN1  (F)
mRNA表达水平的影响

Fig. 4   Effects of the hypoxia stress on mRNA expression levels
of Caspase 3 (A), Bcl-2 (B), Bax (C), the ratio of relative level
Bcl-2/Bax (D), Hif-2α (E) and EGLN1 (F) in telencephalon cell of
Gymnocypris przewalskii
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(P>0.05); MDA含量在低氧胁迫8h时与常氧组差异

不显著(P>0.05), 随低氧胁迫时间的延长MDA含量

显著增加(P<0.05); SOD活性和T-AOC在低氧胁迫

8h时与常氧组差异不显著(P>0.05), 24h时显著高于

常氧组(P<0.05), 但与低氧胁迫8h间差异不显著

(P>0.05);  GPX活性在各处理组间差异不显著

(P>0.05; 图 5)。

 3    讨论

 3.1    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞线粒体超微

结构和线粒体膜电位的影响

高原低压缺氧可导致不可逆性的脑组织损伤,
而线粒体作为氧浓度感受器, 其形态结构和功能的

变化在神经元应对缺氧的反应中起着关键的作

用。研究显示, 缺氧可导致脑细胞线粒体结构损伤

和功能障碍
[23]

。在本研究中, 低氧胁迫后青海湖裸

鲤脑细胞线粒体出现肿胀、嵴溶解和断裂, 这些异

常的形态学变化特征, 表明低氧胁迫可使青海湖裸

鲤脑细胞线粒体结构受损。

线粒体通透性转变孔是调节线粒体调控细胞

凋亡的关键环节
[24]

。在生理条件下, 线粒体外膜的

通透性大于内膜的通透性, 线粒体通透性转变孔周

期性开放。然而, 缺氧可通过增加Ca2+
、产生ROS

使线粒体通透性转变孔发生不同程度的开放。线

粒体通透性转变孔的持续性开放使线粒体膜电位

降低或消失, 线粒体膜功能发生改变, 机体对缺氧

的耐受性受到影响
[25]

。研究显示, 线粒体膜电位对

于维持线粒体结构和功能发挥着极其重要的作用,
其降低是细胞凋亡早期的标志, 膜电位的改变就意

味着内膜的通透性发生了改变。因此, 线粒体膜电

位是反映线粒体功能变化的重要指标。在本研究

中, 低氧胁迫8h时青海湖裸鲤端脑细胞膜电位急剧

升高, 24h时膜电位又降低, 此结果与牟幼灵等
[26]

的

研究结果一致。本试验结果表明, 短暂性低氧胁迫

使青海湖裸鲤端脑细胞线粒体膜电位应激性升高,
但随着低氧胁迫时间的延长线粒体膜电位降低。

在低氧胁迫后期端脑细胞线粒体膜电位的降低可

能与低氧应激导致的脑细胞内ROS生成增加有

关。有研究显示, 缺氧使大脑线粒体通透性转变孔

的电子流减少, 从而使线粒体ROS大量产生, 过量

的ROS沉积可导致线粒体膜电位的丧失
[27]
。

 3.2    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞氧化应激和

抗氧化能力的影响

缺氧引起氧化应激, ROS大量产生, 造成机体

氧化应激损伤, 故线粒体内ROS的水平能够反映细

胞内的氧化应激水平, 但因ROS寿命短暂, 并且缺

乏足够敏感的技术直接检测生物体内的ROS, 通常

通过检测体内H2O2含量来间接反映细胞发生脂质

过氧化的程度
[28]

。在本研究中, 端脑细胞内H2O2含

量在低氧胁迫后显著增加, 表明低氧胁迫后引起氧

化应激, 从而使青海湖裸鲤端脑细胞ROS产生增

加。MDA是自由基和多不饱和脂肪酸反应产生的

环氧化合物, 可作为氧化应激的一个指标, 反映机

体脂质过氧化程度
[29]

。在本研究中, 低氧胁迫24h
时端脑细胞内MDA含量增加, 此结果与卢志伟等

[30]

对小鼠脑组织的研究结果一致。本试验结果表明,
低氧胁迫能够诱发端脑细胞中ROS的累积以及脂

质过氧化。

过量ROS容易导致机体氧化应激损伤, 在正常
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图 5   低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑脑细胞H2O2(A)、MDA(B)、
SOD(C)、T-AOC(D)和GPX(E)活力的影响

Fig. 5   Effects of the hypoxia stress on H2O2 (A), MDA (B), SOD
(C), T-AOC (D) and GPX (E) activity in telencephalon cell of
Gymnocypris przewalskii
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生理条件下, 线粒体内存在抗氧化酶(SOD、GPX
和T-AOC等)能够清除过量的ROS, 从而避免ROS
累积造成的机体损伤。鱼类在漫长的进化过程中

形成了一套对抗低氧的机制, 前期研究发现, 青海

湖裸鲤在低氧胁迫下会通过调节自身的抗氧化系

统来适应低氧环境。在本研究中, 端脑细胞中T-
AOC和SOD在低氧胁迫24h时显著增加, 此结果与

周其全等
[31]

对小鼠脑的研究结果一致。本试验结

果表明, 当裸鲤受到低氧胁迫时, 端脑细胞中ROS
应激性增高, T-AOC和SOD也响应性增高以清除脑

细胞内产生的过量ROS, 这与对青海湖裸鲤体肾
[18]

和肌肉
[21]
的研究结果相似。

 3.3    低氧胁迫对青海湖裸鲤端脑细胞凋亡、凋亡

调控相关基因及低氧诱导相关基因表达的影响

氧化应激是引发细胞凋亡的有力机制。在本

研究中, 低氧胁迫使青海湖裸鲤端脑细胞凋亡率显

著升高, 但随着低氧胁迫时间延长细胞凋亡率无明

显差异。赵金坤等
[32]

研究发现, 低氧胁迫下鲢(Hy-
pophthalmichthys molitrix)脑细胞和肝细胞凋亡数

目增加, 但浮头期和死亡期肝、脑细胞凋亡数目差

异不显著, 并认为造成此差异现象的原因可能是低

氧诱导细胞凋亡存在一个阈值, 当氧浓度超出阈值

后, 细胞凋亡率的增加不明显, 与之有相似的结果

在鲢
[33]

和团头鲂
[34](Megalobrama amblycephala)心

肌细胞上也有报道。

细胞凋亡是细胞为适应外界环境的变化而发

生的主动程序性死亡, 受多种基因的调控。细胞凋

亡调控基因主要通过线粒体通路、内质网通路和

死亡受体通路调节细胞的凋亡。其中, 线粒体凋亡

途径是细胞凋亡最主要的途径之一
[10], 通常线粒体

通透性转变孔在ROS等促凋亡信号的作用下向外

开放, 导致线粒体跨膜电位下降, 从而将Cytc等释

放至细胞胞质中, Cytc可激活Caspase 9, 后者可激

活Caspase 3, 进而诱发Caspase家族级联反应, 最终

启动细胞凋亡
[13, 14]

。在本研究中, 低氧可使青海湖

裸鲤端脑细胞中Caspase 3 mRNA表达水平显著上

升, 此结果与猪在低氧胁迫下Caspase 3基因表达量

增加的变化趋势一致
[35]

。本试验结果表明, 低氧胁

迫可增加青海湖裸鲤端脑细胞Caspase 3基因的转

录水平。Bcl-2家族成员是启动Cytc、Caspase 9介
导的细胞凋亡所必需的关键因子。其中, Bax是线

粒体介导的凋亡途径中的促凋亡基因, Bcl-2则是关

键的凋亡抑制基因
[36, 37]

。在生理条件下, Bax蛋白

与Bcl-2蛋白各自形成同源二聚体; 当机体受到低氧

胁迫时, Bax与Bcl-2形成稳定的异源二聚体, 抑制

Bcl-2蛋白的抑凋亡作用。研究表明, Bax与Bcl-2相

对表达量的比值在一定程度上决定了细胞的发展

方向。当细胞内Bcl-2表达较多时, Bax与Bcl-2易形

成稳定的异源二聚体, 抑制Bax的促凋亡作用, 从而

抑制细胞凋亡; 当细胞内Bax表达水平增加, 阻止了

Bcl-2的抑制凋亡作用, 促进细胞凋亡
[38]

。在本研究

中, 随着低氧胁迫时间的延长, 青海湖裸鲤端脑细

胞Bax基因表达量显著升高, 并且Bcl-2/Bax相对表

达量比值明显降低, 此结果与鲢
[33]

在低氧胁迫下

Bax基因表达量的变化趋势一致。同时, 在本研究

中, 随着低氧胁迫时间的延长, 青海湖裸鲤端脑细

胞Bcl-2基因表达量显著升高, 此结果与团头鲂
[34]

、

斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)[36]
在低氧胁迫下

Bcl-2基因表达量增加的变化趋势一致, 但与鲢
[33]

低

氧胁迫下心肌细胞Bcl-2基因表达量降低的变化趋

势不一致, 这可能与鱼类的自我保护机制有关, 可
能是不同鱼类适应低氧环境所采取的生存策略。

不同鱼类在长期的进化过程中演化出适应不

同溶解氧水环境的分子机制。Hif-2α和EGLN1 基
因作为重要的HIF通路基因在低氧适应中具有重要

的作用。因此, 研究青海湖裸鲤Hif-2α和EGLN1基
因在低氧胁迫下端脑中的表达情况, 对探究青海湖

裸鲤的低氧应答机制具有重要意义。在本研究中,
低氧胁迫后青海湖裸鲤端脑细胞Hif-2α基因表达水

平显著升高, 此结果与许氏鲆鲉(Sebastesschlegeli)[39]
、

团头鲂
[40]

在低氧胁迫下肝、腮组织中Hif-2α表达量

显著升高的结果一致, 但与花鲈(Lateolabrax macu-
latus)[41]

低氧胁迫6h时Hif-2α表达量显著升高, 6—
24h时降低至对照水平的结果不一致, 可能与不同

鱼类在对低氧的响应时间上存在差异有关。EGLN1
基因对Hif-2α具有负调控作用。在本研究中, 低氧

胁迫后端脑EGLN1 基因显著降低, 说明EGLN1降
低了对Hif-2α的抑制, 增强Hif-2α的表达量, 从而减

少低氧应激对青海湖裸鲤端脑细胞的损伤。

综上所述, 低氧胁迫通过促进端脑细胞ROS产
生, 改变线粒体膜的通透性, 升高线粒体凋亡通路

促凋亡基因Caspase 3和Bax及抗凋亡基因Bcl-2, 促
使青海湖裸鲤端脑细胞凋亡。与此同时, 在低氧胁

迫下青海湖裸鲤端脑细胞可能通过提高T-AOC,
SOD活性及上调Hif-2α基因和下调EGLN1基因表达

来减少低氧应激对端脑细胞的损伤。
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HYPOXIA STRESS ON THE ACTIVITY OF ANTIOXIDANT ENZYMES,
NEURONAL APOPTOSIS AND EXPRESSION OF RELATED GENES

OF TELENCEPHALON IN GYMNOCYPRIS PRZEWALSKII

CHEN Fu-Ju1, FU Sheng-Yun2, MA Min1, CHANG Lan1 and LI Xue-Yuan1

(1. Veterinary Medicine Department of Agricultural and Animal Husbandry College, Qinghai University, Xining 810016, China;
2. Qinghai Naked Carp Rescue Center, Xining 810016, China)

Abstract: To explore the physiological response of Qinghai Lake naked carp (Gymnocypris przewalskii) telencephalon
cells to hypoxia, the carp with body weight (97.68±0.12) g and body length (24.11±0.12) cm were challenged with hypo-
xia stress [dissolved oxygen content of (0.7±0.1) mg/L] and normoxia [dissolved oxygen content of (8.4±0.1) mg/L] for
24h to measure mitochondrial ultrastructure, membrane potential, antioxidant enzyme activities, telencephalon cells apop-
tosis, apoptotic-related genes (Caspase 3, Bax and Bcl-2) and hypoxia-induced response-related gene (Hif-2α and
EGLN1). The results showed that: (1) nerve cells mitochondria swelled and their cristae dissolved during hypoxia
stress, the mitochondrial membrane potential increased significantly at 8h and then significantly decreased at 24h, in-
dicating the destroyed mitochondria of telencephalon cells with the increased hypoxia time. (2) hypoxia enhanced cell
apoptosis and the expression levels of Caspase 3, Hif-2α, Bax and Bcl-2 genes in telencephalon cells, and significantly
decreased the ratio of Bcl-2/Bax and the expression of EGLN1. (3) the increased content of hydrogen peroxide (H2O2)
in telencephalon cells only happened at 8h. Hypoxia significantly induced the activity of superoxide dismutase (SOD),
the content of malondialdehyde (MDA) and the total antioxidant capacity (T-AOC) only at 24h. Furthermore, there was
no significant difference in glutathione peroxidase (GPX) between the groups. These results suggest that hypoxia stress
mediates the permeability of mitochondrial membrane and the expression of Caspase 3, Bax and Bcl-2 genes via ROS
production in telencephalon cells to induce telencephalon cells apoptosis, which might be balanced by increasing the
activities of T-AOC and SOD and the expression levels of Hif-2α and decreasing the expression levels of EGLN1.

Key words: Hypoxia stress; Telencephalon; Apoptosis; Gene expression; Antioxidant enzymes activity; Gymnocypris
przewalskii
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